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(57) Abstract 

A monoclonal antibody directed against part of the extracellular domain of the APP precursor of peptide Aj$P is provided 
for recognising both kinds of lesions which are typical of Alzheimer's disease as well as the soluble form of the APP precursor. 
The use of this antibody for detecting said lesions and for assaying said soluble form of APP, as well as the hybridoma which 
produces said monoclonal antibody, a method for preparing said hybridoma, and a protein used as an antigen in said method, 
are also described. 



(57)Abrege 

L'invention concerne un anticorps monoclonal dirige contre une partie du domaine extracellulaire du precurseur APP du 
peptide AfP, cet anticorps etant capable de reconnaitre les deux types de lesions caracteristiques de la maladie d' Alzheimer et la 
forme soluble du precurseur APP. L'invention concerne egalement l'utilisation de cet anticorps pour la detection des lesions ca- 
racteristiques de la maladie d' Alzheimer ainsi que pour le dosage de la forme soluble de l'APP. L'invention concerne aussi r*hy- 
bridome produisant cet anticorps monoclonal, i procede de preparation de cet hybridome, ainsi que la proteine utilisee conune 
antigene dans ce procede. 
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Anticorps monoclonal utile pour le diagnostic de la 

maladie d 1 Alzheimer, hvbridome secrfeteur d'un tel 
anticorps monoclonal et procfide pour sa preparation . 

L 1 invention concerne un anticorps monoclonal 
dirige contre une partie du domaine extracellulaire du 
pr6curseur du peptide amyloide, et son utilisation pour le 
diagnostic de la maladie d 1 Alzheimer. 
5 L 1 invention concerne egalement l'hybridome 

capable de produire un tel anticorps, un proc&de pour la 
preparation de cet hybridome, ainsi que la proteine antig£ne 
utilis6e dans ce proc§de. 

La maladie d' Alzheimer est responsable de plus de 

10 la moitie des cas de deraence senile. Selon certaines 
statistigues, on estime actuellement que 10 a 15% de la 
population &gee de plus de 65 ans et 20 a 40% de la 
population Sgee de plus de 80 ans sont atteints de la 
maladie d v Alzheimer. 

15 Les symptdmes de la maladie d 1 Alzheimer sont des 

troubles de la m€moire et une diminution progressive des 
capacites intellectuelles. 

La maladie d 'Alzheimer est caract£ris£e par la 
perte de neurones et la presence de lesions cerebrales. ces 

20 lesions consistent d'une part en des d§p6ts extracellulaires 
de substance amyloide presents sous forme de plaques seniles 
et de dSpSts c§rfebro-vasculaires . D 1 autre part f il existe 
des alterations neurof ibrillaires qui conduisent £ la 
formation de 16s ions intraneuronales . 

25 De nombreux travaux ont £te realises pour mieux 

comprendre le mecanisme de formation des lesions 
caracteristiques de la maladie d 'Alzheimer. 

A partir des plaques seniles, un peptide de 42 
acides amines a ete isoie et appeie peptide A4 [C.L. Masters 

30 fie Al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4245-4249 (1985)]. 

A partir des d§p6ts cerebrovasculaires , un petit 
peptide trfes proche du peptide A4 a et6 isoie et appeie 
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peptide 6 [G. Glenner & Al. , Bioch. Bioph. Res. Com. 
120:885-890 (1984)]. Actuellement, on prefere regrouper ces 
deux appellations sous le terme ABP (Amyloid B Peptide). 

A l'aide d'une sonde moleculaire (sonde ADN C ) , 
5 les ARN messagers correspondant au precurseur du peptide ABP 
ont ete decouverts et sequences. 

Le precurseur du peptide ABP une glycoprotein 
taransmembranaire, est appele APP (Amyloid Peptide 
Precursor). Jusqu'a present 4 versions differentes de ce 

10 precurseur ont ete decouvertes. Elles comprennent 
respectivement 695 acides amines [J. Kang & Al., Nature 325, 
733-736 (1987)], 751 acides amines [P. Ponte & Al., Nature 
331, 525-527 (1988) ; R. Tanzi & Al. , Nature 331, 528-530 
(1988)], 770 acides amines [N. Kitaguchi & Al., Nature 331, 

15 530-532 (1988)] et 563 acides amines [F. de Sauvage & Al., 
Science 245, 651-653 (1989)]. Le precurseur de 770 acides 
amines comprend une sequence specif ique de 55 acides amines 
decrite dans la demande de brevet n° EP-A-0304013. 

Pour faciliter la comprehension de la suite de 

20 1' expose, la sequence complete du precurseur de 770 acides 
amines, appele APP 770, est donnee a la Fig. 1, dans le sens 

amino-carboxy . 

Le gene correspondant aux quatre precurseurs du 

peptide ABP est situe sur le chromosome 21. 

25 Le precurseur APP est aussi present sous forme 

soluble dans le liquide cephalo-rachidien d'individus 
normaux et de patients atteints de la maladie d' Alzheimer. 
Cette proteine soluble comprend le domaine extra-cellulaire 
du precurseur (fragment N-terminal) et a perdu le domaine 

30 transmembranaire et le domaine cytoplasmique (fragment 
C -terminal) . 

En effet des anticorps diriges contre le 
precurseur APP 695 ont reconnu la forme soluble de l'APP 
alors que des anticorps diriges contre le domaine 
35 cytoplasmique (fragment C-terminal de 43 acides amines) 
n'ont pas reconnu la forme soluble de l'APP [Weideman & Al., 
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Cell. 57, 115-126 (1989)]. 

Les alterations neurofibril la Ires, situees a 
I'int&rieur des neurones se composent de filaments 
helicoldaux apparies deux a deux de maniere caractferistique. 
5 En realite le diagnostic n'est pas facile a 

etablir, d^bord parce qu'il existe des affections qui 
ressemblent a la maladie d' Alzheimer (demences vasculaires, 
syndromes dSpressifs du sujet &g6) , ensuite parce qu'il 
n 1 existe pas encore de test diagnostique specif ique qui soit 
10 ante-mortem. 

Jusqu'a present, differentes voies de diagnostic 
sont ouvertes : 

l'frtude des fonctions intellectuelles superieures 
mettant en oeuvre des techniques de neuropsychologie, 
15 repr^sente une premiSre approche diagnostique. 

Le scanner cerebral permet de visualiser 
l^trophie du cortex cSrfebral et d'Sliminer certaines autres 
affections, en particulier des affections curables. 

La Resonance Magnetique Nucleaire (RMN) en tant 
20 que nouvelle technique d'imagerie permet une meilleure 
visualisation des petites lesions cerebrales vasculaires et 
peut ameliorer le diagnostic differentiel entre d&mence 
vasculaire et maladie d 1 Alzheimer. Ces deux dernieres 
techniques realisent en fait un diagnostic d 1 exclusion. 
25 La camera & positrons permet l'fetude du 

m&tabolisme xlu cerveau en analysant la consommation 
cerebrale en glucose. Differentes recherches ont montre 
qu'au cours de la maladie d 1 Alzheimer, la consommation en 
glucose est rfiduite, et ont pu localiser les zones 
30 pr§f6rentiellement atteintes. Bien qu'apportant de 
precieuses informations, cette technique ne const itue pas 
encore un moyen de diagnostic reel. 

Actuellement, le seul diagnostic sOr est 
1* analyse microscopique, post-mortem, du tissu cerebral, 
35 mettant en Evidence la presence de d6p6ts de substance 
amy loide . 
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Des recherches anterieures ont montre que les 
alterations neurof ibrillaires etaient reconnues par des 
anticorps prepares contre certaines proteines c£rebrales 
normales, telles que la proteine MAP2 [K. Kosik & Al., Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. USA 81, 7941-7945 (1984)] ou la proteine 
Tau [J.P. Brion & Al., Arch. Biol. (Brux.), 95, 229-235 
(1985) ; K. Kosik & Al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 4044- 
4048 (1986); A. Delacourte & Al., J. Neurol. Sci., 76, 173- 
186 (1986)]. 

10 Par contre ces alterations neurof ibrillaires 

intracellulaires n f ont jusqu'ici jamais etfi reconnues par 
des anticorps prepares contre le precurseur APP. Ceux-ci 
n'ont reussi qu'll reconnaitre les neurites d&ggneres qui 
entourent le depot amylolde des plaques seniles. 

15 La presente invention a pour but de preparer un 

anticorps monoclonal qui permette tant le diagnostic 
post-mortem de la maladie d' Alzheimer, en mettant en 
evidence a la f ois les alterations neurof ibrillaires et les 
plaques seniles, que le diagnostic ante-mortem (dosage de 

20 la forme soluble de I'APP dans le liquide cfiphalo-rachidien 
et detection des lesions caracteristiques de la maladie dans 
les tissus periphSriques, en particulier dans la muqueuse 
olf active) . 

La presente invention a pour objet un anticorps 
25 monoclonal dirige contre une sequence d'acides amines 
comprise dans- la partie extracellulaire du prfecurseur APP. 
Cette s€quence est commune au pr£curseur transmembranaire 
ainsi qu 1 a sa forme secr6t6e soluble . Dans le cas du 
precurseur 770, la partie extracellulaire s»6tend des acides 
30 amines situes aux positions 1 a 699, la partie 
transmembranaire s'etend des acides amines situ6s aux 
positions 700 a 723 et la partie cytoplasmique s'etend des 
acides amines situes aux positions 724 a 770 de la Fig. 1. 

L 1 anticorps monoclonal suivant l 1 invention est 
35 capable de reconnaitre les deux types de 16sions 
caracteristiques de la maladie d 1 Alzheimer (plaques seniles 
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et alterations neurof ibrillaires) ainsi que la forme soluble 
du pr€curseur APP present e dans le s&rum et le liguide 
cfephalo-rachidien . 

Prfef 6rentiellement, ladite sequence est delimit£e 
5 par les acides amines situes aux positions 81 & 481 de la 
Fig* 1. Ces acides amines correspondent aux acides amines 
81 a 406 du pr&curseur APP 695 dont la sequence complete a 
6t6 publifee par J. Kang et al. [Nature 325, page 734 
(1987)]. 

10 Dans une forme pr&feree de l 1 invention, 

I'anticorps monoclonal est dirigS contre une proteine de 
fusion entre ladite sequence d v acides amines et la B- 
galactosidase. Cette proteine est obtenue par expression du 
fragment d , ADN c correspondant, par des cellules d' E. Coli 
15 transform§es par le vecteur d* expression Puex I. Le dit 
fragment d*ADN c est insure dans le site Pst 1 de ce vecteur. 

La synthase de la 6-galactosidase, est contr61£e 
par un promoteur bactfirien puissant qui permet l 1 expression 
en grande quantite, de ladite proteine de fusion. 
20 La protSine de fusion, ainsi obtenue, constitue 

un antigene exempt de toute contamination par d'autres 
proteines cerSbrales qui pourraient £tre contenues, par 
exemple, dans les alterations neurof ibrillaires. 

En particulier, I'anticorps monoclonal suivant 
25 l 1 invention fait partie de la classe des IgM et est produit 
par l'hybridome depose a 1*ECACC le 20 novembre 1990 sous 
le num£ro d'acc&s 90112001. 

En particulier, l'anticorps monoclonal reconriait 
un epitope compris dans la sequence delimitee par les acides 
30 amines 261 a 284 de la Fig. 1. 

La presente invent: ~n a egalement pour oojet 
1' utilisation de l^nticorps monoclonal sus-d6crit pour la 
detection immunologique des alterations neurof ibrillaires 
et des plaques seniles. Ce test immunologique peut notamment 
35 fetre realise sur des biopsies de muqueuses olf actives ainsi 
que sur des fechanti lions de tissus cer£braux pr Aleves, 
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post-mortem, chez des sujets atteints de la maladie 
d« Alzheimer. 

De plus, la presente invention a pour objet 
1* utilisation de ce meme anticorps pour le dosage de la 
5 forme soluble du precurseur APP presente dans le serum et 
le liguide cephalo-rachidien de patients atteints de la 

maladie d« Alzheimer. 

La presente invention a egalement pour objet 
l'hybridome produisant 1' anticorps monoclonal suivant 

10 1' invention, deposS a l'ECACC le 20 novembre 1990 sous le 
numero d'acces 90112001. 

L' invention a egalement pour objet un procede 
pour la preparation de l'hybridome suivant lequel on 
immunise un animal, avec une proteine comportant une 

15 sequence d« acides amines comprise dans la partie 
extracellulaire du precurseur APP, on realise une fusion 
entre les cellules spleniques de cet animal et les cellules 
myelomateuses appropriees en mettant en oeuvre une technique 
en soi connue (Milstein et Kohler, Nature 256 (1975)), on 

20 clone les cellules hybrides resultantes et on selectionne 
les clones cellulaires qui produisent 1' anticorps monoclonal 
desire. 

Dans une forme preferee de 1* invention, ladite 
sequence est delimitee par les acides amines situes aux 
25 positions 81 a 481du precurseur APP 770, tel que sequence 
a la Fig. 1. 

Suivant une forme de realisation avantageuse, la 
proteine utilisee pour immuniser 1' animal est une proteine 
de fusion obtenue par expression de cellules bacteriennes. 

30 Avantageusement, lesdites cellules sont des 

cellules d' E. coli transformees par un plasmide resultant, 
de preference, de 1« insertion dans le site Pst 1 du vecteur 
Puex I, d'une sequence d % acides amines comprise dans la 
partie extracellulaire du precurseur APP. Cette sequence 

35 est, de preference, delimitee par les acides amines 81 a 481 
du precurseur APP 770 de la Fig. 1. 
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Des caractferistiques supplementaires de 
1' invention apparaitront encore au cours de la description 
dfetaillfee d f un exemple de fabrication de I'hybridome 
s&cr&teur de l'anticorps monoclonal dfefini ci-dessus. 
5 1, Preparation de 1' antiacne 

Pour feviter toute contamination de 1 ■ antigene par 
d'autres protfeines, la protfeine antigenique n'a pas 6t6 
Isolde de tissus pathologiques mais a et6 pr£par£e par 
expression g£n§tique, apres transformation de cellules 
10 bacteriennes par un plasmide adequat. 
1.1 Preparation du plasmide. 

Le fragment de restriction Pst 1 codant pour la 
siquence en acides amines 81 a 481 du precurseur APP 770 a 
6tfe insert dans le site Pst 1 du vecteur d' expression 
15 Puex I. Le plasmide resultant codait pour une protfeine de 
fusion consistant en la B-galactosidase suivie de la 
sequence extracellulaire du precurseur APP (sequence 81 at 
481 de la Fig. 1) . 

1.2. Expression de la protfeine de fusion. 
20 Des cellules d' E. Coli ont 6t6 transform£es par 

ce plasmide et cultivees pendant 2 h a 42 °C. -Cette 
temperature 61evSe est n§cessaire pour induire l 1 expression 
car le plasmide contient le rfepresseur thermosensible CI 
857. 

25 1.3. Extraction et purif ication de la proteine de fusion. 

Les cellules d» E. Coli ont £t& collectees par 
centrifugation Sl 2000 g pendant 15 minutes. Le culot a 6tfe 
remis en suspension dans 20 ml de tampon contenant du 
Tris-HCl 50 mM de pH8, de I'EDTA 1 mM, du NaCl 50 mM, du 

30 fluorure de phSnylmSthylsulfonyle 1 mM et 8 mg de lysozyme. 
Apres 20 minutes d 1 incubation de la suspension sur de la 
glace, 4 ml d f acide dSsoxycholique h 1% ont 6tfe ajoutSs. La 
solution a 6t§ incubfie & 37 °C pour arriver & une viscositfi 
€lev£e . 

35 L'ADN bactfirien a 6t€ dig6r6 par addition de 

200 til d'ADNase & une concentration de 1 mg/ml et de MgCl 2 



WO 92/09699 



PCT/BE91/00083 



jusqu'S atteindre une concentration finale de 10 MM. 

Apr 6s 15 minutes d 1 incubation a temperature 
ambiante, les corps d 1 inclusion ont ete recueillis par 
centrifugation a 5000 g pendant 5 minutes, puis laves trois 
5 fois dans le tampon pr6c6demment d6crit additionne de 0,5% 

de Triton X-100. 

AprSs eiectrophorfese prfeparatoire sur gel 
d'acrylamide et coloration du gel avec du bleu Coomassie a 
0,1%, la bande correspondant a la proteine de fusion a ete 

10 excisee. Ce fragment de gel excise a 6t§ homogenfeisS dans 
un volume de solution physiologique saiee, tamponnSe au 
phosphate. L'homog&iat a 6te incube jusqu'au lendemain pour 
permettre la diffusion de la proteine, et centrifuge a 
12.000 g pendant 5 minutes. 

15 La proteine de fusion est alors recueillie dans 

le surnageant. 

2 . Immunisation. 

50 Mg <* e la proteine de fusion dilute dans de 
1« adjuvant complet de Freund ont ete injqctes par voie 
20 intraperitoneal a des souris Balb/C aux jours 0, 7, 18, 28 
et 35. 42 jours apres la derniSre inoculation, une rfiponse 
immunitaire a ete observ6e dans le serum des souris. 

3. Preparation des hvbridomes. 

Des cellules spieniques des souris immunisfees ont 
25 ete isolees dans 10 ml. du milieu de culture DMEM de Gibco 
additionne de 100 U/ml de penicilline et de 100 U/ml de 
streptomycine . 

La solution est centrifugfee a 1200 g pendant 10 
minutes et le culot est lave 2 fois avec ce m§me milieu de 
30 culture. Les cellules spieniques ainsi r6colt6es, ont ete 
color6es au bleu trypan et comptees dans une cellule de 
Burker. 

Les cellules spl§niques et des cellules de 
myfelome (NS0) ont ete mfelangees dans un rapport 5/1. Le 
35 melange de cellules a ete centrifuge a 2500 g pendant 5 
minutes et incube en presence de 1 ml de polyethylene glycol 
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1500 (PEG) & une concentration de 0,5 g/1500 ml de tampon 
HEPES 75 mM. 

Apres dilution progressive dans le milieu de 
culture DMEH pr£c£demment d6crit, les cellules ont 6t6 
5 recueillies par centrifugation & 1200 g pendant 10 minutes 
puis remises en suspension dans le milieu de selection HAT 
de Gibco. Ce milieu ne permet la croissance que des cellules 
hybrides . 

La suspension a 6te repartie dans des plagues a 
10 96 cupules 4 raison de 200 /il de suspension par cupule. Les 
cellules ont 6t& maintenues en culture sous une atmosphere 
humidififee contenant 5% de C0 2 . 

Apr&s 10 jours de culture les surnageants des 
cupules contenaient des colonies hybrides suffisamment 
15 developpees. 

4, Selection de l'hvbridome produisant l'anticorps 
monoclonal dfesire. 

Les surnageants de culture des cellules hybrides 
ont 6te testes pour la production de l'anticorps monoclonal 
20 d£sir& par reaction immunoenzymatique (ELISA) . 

L'antigene de reference (dont la preparation est 
dficrite au point 1) a une concentration de 0,5 ng/ml dans 
un tampon contenant de la glycine 50 mM de pH 9,2 a ete fixe 
sur un support solide (par exemple une plague de 
25 microtitrage) • 

L'antigene a ensuite 6te mis & incuber & 37 °C 
pendant 2 h avec 50 til du surnageant des cultures 
d 1 hybr idomes . 

L'anticorps monoclonal capable de reconnaltre 
30 l'antig&ne de r§f£rence est retenu par l'antig&ne fixe et 
<;a presence a 6t€ d£tect€e & l'aide d'un anti-s6rum de lap in 
anti IgG de sour is, cet anti-sferum 6tant mis en evidence par 
la prot£ine A margu6e & la peroxydase. 

Pour cela, apr&s incubation des cupules avec le 
35 surnageant, celles-ci sont mises a incuber a temper attire 
ambiante pendant 1* h avec 50 pi de l'anti-s&rum puis avec 
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la prot§ine A. Apres chaque incubation les plaques sont 
lavees 5 fois avec une solution de NaCl 0,25 mM contenant 

0,2% de Tween 20. 

L'activit6 enzymatique de la peroxydase a 6t6 
5 developpee au moyen de 0,04% d'ortho-phenylfenediamine dans 
de l r H 2 0 2 a 0,006% puis arrStfee par addition de 25 til par 

cupule d f H 2 S0 4 4M. 

La lecture de l'absorbance a 425 et 620 nm a 
permit de localiser l^ybridome producteur de I'anticorps 
10 monoclonal reconnu par l'antigene de reference. 

5. Production de I'anticorps monoclonal desire. 

L'anticorps monoclonal desirS est produit par 
injection intraperitoneal a des sour is, de l'hybridome 
adequat (sSlectionn§ au point 4) . 
15 Le liquide d'ascite preleve de ces sour is 

contient I'anticorps monoclonal desir6 a une concentration 
€lev£e. 

6, Caracteri sation d& I'antic orps monoclonal. 

La technique d'immunotransfert a permit d'etudier 
20 la sp&cif icitfe de I'anticorps monoclonal, premier ement, par 
rapport a un antigfcne obtenu par expression genStique et 
deuxiemement par rapport a l'antigene isol6 des tissus 
cerebraux. 

fi.i. Caracterxsation de I'antico rps monoclonal par rapport 
25 a un antiaene obtenu par expression crfenfetjque. 

Des cellules COS (lignfee de cellules rSnales de 

singe) ont Ste transfectfees par le vecteur de transfection 

pKCR 3 dans lequel le fragment d'ADN c codant pour le 

precurseur APP 770 avait £t6 prfealablement introduit. Les 
30 cellules COS ont 6t6 choisies pour leur capacit§ a exprimer 

une prot6ine glycoside c'est a dire tres proche des 

prot&ines natives. 

Ces cellules COS ont fetfe mises en culture dans du 

milieu DMEM de Gibco contenant 5% de s§rum de veau foetal, 
35 puis incubfees pendant 24 h dans un milieu de culture sans 

s6rum. 
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Ces cellules, ainsi que leur milieu de culture 
ont alors et6 analys§es conjointement par la technique 
d * immunotransf ert • 

En r6sum&, les cellules & analyser ont §te lysees 
" 5 dans un tampon rfiducteur contenant du SDS. D • autre part les 

protfeines provenant du milieu de culture sans s6rum ont 6t§ 
d&sal&es par chromatographie sur une colonne de s6phadex 
G25, puis concentrees par lyophilisation et enfin 
solubilisSes dans le m§me tampon que les cellules COS. 
10 Les prot&ines associees aux cellules COS et les 

proteines provenant du milieu de culture ont alors 6t6 
soumises a une felectrophorese sur gel de polyacrylamide en 
conditions dfenaturantes. 

Les proteines ont ete transf er§es du gel sur une 
15 membrane de nitrocellulose 4 l*aide d*un appareil de 
transf ert semi-sec fourni par Biom§tra. 

Pour feviter la fixation non spfecifique des 
proteines, la membrane a 6te incubee dans une solution 
contenant 5% de lait ecrfime avant d'etre incubee une nuit 
20 avec le fluide d'ascite, dilu& a 1/1000, contenant 
l^nticorps monoclonal obtenu au point 5. 

La reaction antig&ne-anticorps est d£cel€e par 
incubation de la membrane avec un deuxi&me anticorps 
anti-souris biotinylfi produit chez la chSvre puis avec le 
25 complexe streptodivine-phosphatase alcaline. 

Pour 1 1 analyse des proteines associees aux 
cellules COS transf ectfees et l 1 analyse des proteines 
provenant du milieu de culture, on obtient dans le gel des 
bandes majeures correspondant & des proteines d 1 environ 130 
30 kDa. Ces diff&rentes bandes correspondent aux prfecurseurs 
APP. 

L 1 analyse des cellules COS non transf ect&es 
montre de faibles bandes dans le gel, correspondant & un 
faible niveau d 1 expression endogene de la proteine APP par 
35 les cellules COS. 

Les resultats de cette analyse montrent done que 
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l'anticorps monoclonal suivant 1' invention a reconnu 
specif iquement la proteine APP exprimee par des cellules COS 
transferees par le fragment d'ADN c codant pour l'APP 770. 
fi.2. CararrheT-isatinn de l'an ticorps monoclonal par rapport 
5 a tin antiacne cont Atiu dans tissue cerebraux. 

Du tissu cerebral preleve chez le rat et l'homme 
a ete analyse par la technique d' immunotransfert a l»aide 
de l'anticorps monoclonal suivant 1' invention. 

Du cerveau total de rat et des echantillons de 
10 cortex frontal humain ont ete homogeneises (1 g/ml) dans du 
tampon MES 0,1 M de pH 6,8 contenant de l'EDTA 1 mM, de la 
leupeptine (25 fig /ml) , de l'inhibiteur de trypsine (100 
pg/ml) et du fluorure de phenylmethylsulfonyle (0,5 mM) . 

Les homogenats ont ete centrifuges a 90.000 g 
15 pendant 60 minutes a 4°C et le surnageant a ete retenu pour 
les experiences d' immunotransfert. 

Les proteines du surnageant ont ete analysees par 
immunotransfert de la meme maniere que les cellules COS 

(voir point 6.1). 
20 Les resultats de 1* analyse montrent des bandes a 

des PM situes entre 100 et 135 kDa. Ces bandes represented 
les differentes versions du precurseur APP qui ont ete 
reconnues par l'anticorps monoclonal suivant 1* invention. 

Des bandes a des PM inf erieurs ont egalement ete 

25 deceives par l'anticorps. 

Caracterisai:ion de T epitope reconnu par l'anticorps. 
Le fragment de restriction Pst I codant pour la 
sequence en acides amines 81 a 481 du precurseur APP 770 
(Fig. 1), initialement utilise pour produire l'antigene, a 

30 ete divise en sept fragments differents qui ont ete 
amplifies par la reaction en chaine de la polymerase decrite 
par Saiki en 1988 (Saiki R.K. et al., Science 239, 487-491, 
1988) . Ces differents fragments ont ete clones dans le 
vecteur d' expression bacterien pDEX II, et les proteines 

35 correspondantes, exprimees sous forme de proteines de fusion 
avec la B-galactosidase, ont ete analysees apres 
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eiectrophor&se stir gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane de nitrocellulose, et immunodetection a l'aide de 
1'anticorps suivant 1* invention. La reconnaissance de 
certains fragments prot&iques a permis de definir 1» epitope 
5 de 1'anticorps, au sein d'une sequence de 24 acides amines 
delimit 6e par les acides amines 261 a 284 de la Fig. 1 
(Cette sequence est soulignee & la Fig. 1) . 
7. Utilisation de l'anticorps monoclonal comme outil de 
diagnostic de la maladie d 1 Alzheimer. 

10 L'anticorps monoclonal suivant 1* invention a ete 

utilise pour I 9 analyse immunohistochimique de coupes de 
cerveau humain normal et de cerveau de patients atteints de 
la maladie d •Alzheimer. L 1 analyse a ete realisee suivant le 
procede peroxydase-antiperoxydase. 

15 Les echantillons de tissus de cerveau provenant 

de la region de 1'hippocampe et du cortex temporal ont ete 
preleves, post-mortem, fixes dans le formol & 10% et enrobes 
de par af fine. Des coupes d'une epaisseur de 10 fim ont ete 
realisees. 

20 Apres elimination de la paraff ine et 

rehydratation des coupes, l'activite de la peroxydase 
endog&ne a ete bloquee par incubation pendant 30 minutes 
dans une solution d'H 2 0 2 dans du methanol & 70%. Les coupes 
de tissu ont ete ensuite incubees pendant 1 h dans du serum 

25 de chdvre normal dilue 10 fois dans une solution 
physiologique saiee tamponnee au Tris 0,05 M (TBS) (pH 7,4) . 

Les coupes ont alors ete incubees pendant 16 h a 
temperature ambiante avec le fluide d'ascite contenant 
l'anticorps monoclonal suivant l 1 invention, dilue & l/250 e 

30 dans du TBS contenant 1,3 g/1 d'azoture de sodium et 10% de 
serum de chevre normal. Les coupes prealablement lavees dans 
du TBS sont alors incubees successivement pendant 30 minutes 
avec des anticorps anti-sour is produit chez la chevre, puis 
pendant 30 minutes avec le complexe peroxydase- 

3 5 ant iperoxydase . 

La diaminobenzidine & 0,03% dans du Tris HC1 0,05 
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pH 7,6 avec 0,015% a*U z 0 2 permet de rfevSler la reaction de 
l'anticorps suivant !• invention avec I'antigfene contenu dans 
les tissus c§r£braux analyses. 

Les rSsultats ne montrent aucune coloration des 
5 coupes de cerveau humain normal par I'anticorps suivant 
1« invention alors que celui-ci colore tant les alterations 
neurof ibrillaires que les plaques seniles trouvfies dans les 
tissus c§r€braux pathologriques. 

Le marquage des alterations neurof ibrillaires a 
10 frte confirm^ par 1' observation au microscope filectronique 
de coupes de tissus incubfies avec l'anticorps monoclonal 
suivant l 1 invention. 
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REVENDICATIONS 



1. - Anticorps monoclonal dirige contre tine 
sequence decides amines comprise dans la partie 

5 extracellulaire du pricurseur APP, capable de mettre en 
evidence les deux types de l&sions caract&ristiques de la 
maladie d 1 Alzheimer et la forme soluble du precurseur APP. 

2. - Anticorps monoclonal suivant la 
revendication 1, caracterise en ce que ladite sequence est 

10 dSlimitee par les acides amines situes aux positions 81 a 
481 de la Fig. 1. 

3 . - Anticorps monoclonal suivant l'une quelconque 
des revendications pr6c§dentes, produit par I'hybridome 
depose & l'ECACC sous le numSro d»acces 90112001. 

15 4 . - Anticorps monoclonal suivant 1 • une quelconque 

des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
reconnait un epitope compris dans la sequence decides 
amin&s delimitfee par les acides amines 261 a 284 de 
la Fig. 1. 

20 5 . - Utilisation de 1 • anticorps monoclonal suivant 

l f une quelconque des revendications prfec§dentes, pour la 
detection immunologique des alterations neurof ibrillaires 
et des plaques seniles caractferistiques de la maladie 
d f Alzheimer. 

25 6.- Utilisation suivant la revendication 5, 

caract6ris6e en ce que ladite detection est r£alisee, 
ante-mortem , sur des preiSvements de la muqueuse olf active. 

7. - Utilisation suivant la revendication 5, 
caract§ris6e en ce que ladite detection est rfealisfee, 

30 post-mortem, sur des echantillons de tissus cferfebraux. 

8. - Utilisation de 1' anticorps monoclonal suivant 
l'une quelconque des revendications 1 a 4 pour le dosage de 
la forme soluble du prficurseur APP prfesente dans le serum 
et le liquide cfephalo-rachidien de patients atteints de la 

35 maladie d 1 Alzheimer. 

9 . - Hybr idome produisant un anticorps monoclonal 
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suivant I 1 une quelconque des revendications 1 H 4. 

10. - Hybridome suivant la revendication 9, depose 
a 1»ECACC sous le num§ro d'acces n° 90112001. 

11. - Proc£d6 pour la preparation de l 1 hybridome 
5 suivant l , une quelconque des revendications 9 et 10 , 

caract£ris6 en ce que : 

1°) on immunise un animal avec une proteine 
comportant une sequence d 1 acides aminfes comprise dans la 
partie extracellulaire du precurseur APP; 

1Q 2°) suivant une m&thode connue, on realise une 

fusion entre les cellules splfiniques de cet animal et des 
cellules my£lomateuses approprifees, on clone les cellules 
resultant de ladite fusion et on selectionne les clones 
cellulaires qui s ■ averent produire les anticorps monoclonaux 

15 desirfes. 

12. - Procede suivant la revendication 12, 
caracterise en ce que ladite sequence est delimitfee par les 
acides amines 81 a 481 de la Fig. 1. 

13. - Proc§de suivant l'une quelconque des 
20 revendications 11 et 12 , caracterise en ce que ladite 

proteine est une proteine de fusion obtenue par expression 
de cellules bacteriennes. 

14. - Procede suivant la revendication 13, 
caracterise en ce que lesdites cellules sont des cellules 

25 d"E. coli transformees par un plasmide. 

15. - procedfe suivant la revendication 14, 
caracterise en ce que ledit plasmide rfisulte de 1" insertion 
dans le site Pst 1 du vecteur Puex I, d'une sequence 
d f acides amines comprise dans la partie extracellulaire du 

30 precurseur APP. 

16. - Proofed^ suivant la revendication 15, 
caracterise en ce que ladite sequence est deiimitee par les 
acides amines 81 a 481 de la Fig. 1. 

17. - Proteine utilisee dans le procede suivant 
35 l , une quelconque des revendications 11 & 16, pour immuniser 

1' animal. 
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15 10 15 

Met Leu Pro Gly Leu Ala Leu Leu Leu Leu Ala Ala Trp Thr Ala Arg 

ATG CTG CCC GGT TTG GCA CTG CTC CTG CTG GCC GCC TGG ACG GCT CGG 

20 25 30 

Ala Leu Glu Val Pro Thr Asp Gly Asn Ala Gly Leu Leu Ala Glu Pro 
GCG CTG GAG GTA CCC ACT GAT GGT AAT GCT GGC CTG CTG GCT GAA CCC 

35 40 45 

Gin lie Ala Met Phe Cys Gly Arg Leu Asn Met His Met Asn Val Gin 
GAG ATT GCC ATG TTC TGT GGC AGA CTG AAC ATG CAC ATG AAT GTC CAG 

50 55 60 

Asn Gly Lys Trp Asp Ser Asp Pro Ser Gly Thr Lys Thr Cys lie Asp 
AAT GGG AAG TGG GAT TCA GAT CCA TCA GGG ACC AAA ACC TGC ATT GAT 

65 70 75 80 

Thr Lys Glu Gly lie Leu Gin Tyr Cys Gin Glu Val Tyr Pro Glu Leu 
ACC AAG GAA GGC ATC CTG CAG TAT TGC CAA GAA GTC TAC CCT GAA CTG 

85 90 95 

Gin lie Thr Asn Val Val Glu Ala Asn Gin Pro Val Thr lie Gin Asn 
CAG ATC ACC AAT GTG GTA GAA GCC AAC CAA CCA GTG ACC ATC CAG AAC 

100 105 110 

Trp Cys Lys Arg Gly Arg Lys Gin Cys Lys Thr His Pro His Phe Val 
TGG TGC AAG CGG GGC CGC AAG CAG TGC AAG ACC CAT CCC CAC TTT GTG 

115 120 125 

lie Pro Tyr Arg Cys Leu Val Gly Glu Phe Val Ser Asp Ala Leu Leu 
ATT CCC TAC CGC TGC TTA GTT GGT GAG TTT GTA AGT GAT GCC CTT CTC 

130 135 140 

Val Pro Asp Lys Cys Lys Phe Leu His Gin Glu Arg Met Asp Val Cys 
GTT CCT GAC AAG TGC AAA TTC TTA CAC CAG GAG AGG ATG GAT GTT TGC 

145 150 155 160 

Glu Thr His Leu His Trp His Thr Val Ala Lys Glu Thr Cys Ser Glu 
GAA ACT CAT CTT CAC TGG CAC ACC GTC GCC AAA GAG ACA TGC AGT GAG 

165 170 175 

Lys Ser Thr Asn Leu His Asp Tyr Gly Met Leu Leu Pro Cys Gly He 
AAG AGT ACC AAC TTG CAT GAC TAC GGC ATG TTG CTG CCC TGC GGA ATT 

180 185 190 

Asp Lys Phe Arg Gly Val Glu Phe Val Cys .cys _Pro Leu Ala Glu Glu 
GAC AAG TTC CGA GGG GTA GAG TTT GTG TGT TGC CCA CTG GCT GAA GAA 
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Ser Asp Asn Val Asp Ser Ala Asp Ala Glu Glu Asp Asp Ser Asp Val 
AGT GAC AAT GTG GAT TCT GOT GAT GCG GAG GAG GAT GAC TCG GAT GTC 

210 215 220 

Trp Trp Gly Gly Ala Asp Thr Asp Tyr Ala Asp Gly Ser Glu Asp Lys 
TGG TGG GGC GGA GCA GAC ACA GAC TAT GCA GAT GGG AGT GAA GAC AAA 

225 230 235 240 

Val Val Glu Val Ala Glu Glu Glu Glu Val Ala Glu Val Glu Glu Glu 

GTA GTA GAA GTA GCA GAG GAG GAA GAA GTG GCT GAG GTG GAA GAA GAA 

245 250 255 

Glu Ala Asp Asp Asp Glu Asp Asp Glu Asp Gly Asp Glu Val Glu Glu 
GAA GCC GAT GAT GAC GAG GAC GAT GAG GAT GGT GAT GAG GTA GAG GAA 

260 265 270 

Glu Ala Glu Glu Pro Tvr Glu Glu Ala Thr Glu Arq Thr Thr Ser lie 
GAG GCT GAG GAA CCC TAC GAA GAA GCC ACA GAG AGA ACC ACC AGC ATT 

275 280 285 

Ala Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Glu Ser Val Glu Glu Val Val Arg 
GCC ACC ACC ACC ACC ACC ACC ACA GAG TCT GTG GAA GAG GTG GTT CGA 

290 295 300 

Glu Val Cys Ser Glu Gin Ala Glu Thr Gly Pro Cys Arg Ala Met lie 
GAG GTG TGC TCT GAA CAA GCC GAG ACG GGG CCG TGC CGA GCA ATG ATC 

305 310 315 320 

Ser Arg Trp Tyr Phe Asp Val Thr Glu Gly Lys Cys Ala Pro Phe Phe 
TCC CGC TGG TAC TTT GAT GTG ACT GAA GGG AAG TGT GCC CCA TTC TTT 

325 330 335 

Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Arg Asn Asn Phe Asp Thr Glu Glu Tyr 
TAC GGC GGA TGT GGC GGC AAC CGG AAC AAC TTT GAC ACA GAA GAG TAC 

340 345 350 

Cys Met Ala Val Cys Gly Ser Ala Met Ser Gin Ser Leu Leu Lys Thr 
TGC ATG GCC GTG TGT GGC AGC GCC ATG TCC CAA AGT TTA CTC AAG ACT 

355 360 365 

Thr Gin Glu Pro Leu Ala Arg Asp Pro Val Lys Leu Pro Thr Thr Ala 
ACC CAG GAA CCT CTT GGC CGA GAT CCT GTT AAA CTT CCT ACA ACA GCA 

370 375 380 

Ala Ser Thr Pro Asp Ala Val Asp Lys Tyr Leu Glu Thr Pro Gly Asp 
GCC AGT ACC CCT GAT GCC GTT GAC AAG TAT CTC GAG ACA CCT GGG GAT 
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385 390 395 400 

Glu Asn Glu His Ala His Phe Gin Lys Ala Lys Glu Arg Leu Glu Ala 
GAG AAT GAA CAT GCC CAT TTC CAG AAA GCC AAA GAG AGG CTT GAG GCC 

405 410 415 

Lys His Arg Glu Arg Met Ser Gin Val Met Arg Glu Trp Glu Glu Ala 
AAG CAC CGA GAG AGA ATG TCC CAG GTC ATG AGA GAA TGG GAA GAG GCA 

420 425 430 

Glu Arg Gin Ala Lys Asn Leu Pro Lys Ala Asp Lys Lys Ala Val lie 
GAA CGT CAA GCA AAG AAC TTG CCT AAA GCT GAT AAG AAG GCA GTT ATC 

435 440 445 

Gin His Phe Gin Glu Lys Val Glu Ser Leu Glu gin Glu Ala Ala Asn 
CAG CAT TTC CAG GAG AAA GTG GAA TCT TTG GAA CAG GAA GCA GCC AAC 

450 455 460 

Glu Arg Gin Gin Leu Val Glu Thr His Met Ala Arg Val Glu Ala Met 
GAG AGA CAG CAG CTG GTG GAG ACA CAC ATG GCC AGA GTG GAA GCC ATG 

465 470 475 480 

Leu Asn Asp Arg Arg Arg Leu Ala Leu Glu Asn Tyr lie Thr Ala Leu 
CTC AAT GAC CGC CGC CGC CTG GCC CTG GAG AAC TAC ATC ACC GCT CTG 

485 490 495 

Gin Ala Val Pro Pro Arg Pro Arg His Val Phe Asn Met Leu Lys Lys 
CAG GCT GTT CCT CCT CGG CCT CGT CAC GTG TTC AAT ATG CTA AAG AAG 

500 505 510 

Tyr Val Arg Ala Glu Gin Lys Asp Arg Gin His Thr Leu Lys His Phe 
TAT GTC CGC GCA GAA CAG AAG GAC AGA CAG CAC ACC CTA AAG CAT TTC 

515 520 525 

Glu His Val Arg Met Val Asp Pro Lys Lys Ala Ala Gin lie Arg Ser 
GAG CAT GTG CGC ATG GTG GAT CCC AAG AAA GCC GCT CAG ATC CGG TCC 

530 535 540 

Gin Val Met Thr His Leu Arg Val lie Tyr Glu Arg Met Asn Gin Ser 
CAG GTT ATG ACA CAC CTC CGT GTG ATT TAT GAG CGC ATG AAT CAG TCT 

545 550 555 560 

Leu Ser Leu Leu Tyr Asn Val Pro Ala Val Ala Glu Glu lie Gin Asp 
CTC TCC CTG CTC TAC AAC GTG CCT GCA GTG GCC GAG GAG ATT CAG GAT 

565 570 575 

Glu Val Asp Glu Leu Leu Gin Lys Glu Gin Asn Tyr Ser Asp Asp Val 
GAA GTT GAT GAG CTG CTT CAG AAA GAG CAA AAC TAT TCA GAT GAC GTC 
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580 585 590 

Leu Ala Asn Met lie Ser Glu Pro Arg lie Ser Tyr Gly Asn Asp Ala 
TTG GCC AAC ATG ATT AGT GAA CCA AGG ATC AGT TAC GGA AAC GAT GCT 

595 600 605 

Leu Met Pro Ser Leu Thr Glu Thr Lys Thr Thr Val Glu Leu Leu Pro 
CTC ATG CCA TCT TTG ACC GAA ACG AAA ACC ACC GTG GAG CTC CTT CCC 

610 615 620 

Val Asn Gly Glu Phe Ser Leu Asp Asp Leu Gin Pro Trp His Ser Phe 
GTG AAT GGA GAG TTC AGC CTG GAC GAT CTC CAG CCG TGG CAT TCT TTT 

625 630 635 640 

Gly Ala Asp Ser Val Pro Ala Asn Thr Glu Asn Glu Val Glu Pro Val 
GGG GCT GAC TCT GTG CCA GCC AAC ACA GAA AAC GAA GTT GAG CCT GTT 

645 650 655 

Asp Ala Arg Pro Ala Ala Asp Arg Gly Leu Thr Thr Arg Pro Gly Ser 
GAT GCC CGC CCT GCT GCC GAC CGA GGA CTG ACC ACT CGA CCA GGT TCT 

660 665 670 

Gly Leu Thr Asn lie Lys Thr Glu Glu lie Ser Glu Val Lys Met Asp 
GGG TTG ACA AAT ATC AAG ACG GAG GAG ATC TCT GAA GTG AAG ATG GAT 

675 680 685 

Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys Leu 
GCA GAA TTC CGA CAT GAC TCA GGA TAT GAA GTT CAT CAT CAA AAA TTG 

690 695 700 

Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala lie lie Gly 
GTG TTC TTT GCA GAA GAT GTG GGT TCA AAC AAA GGT GCA ATC ATT GGA 

705 710 715 720 

Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala Thr Val lie Val lie Thr Leu 
CTC ATG GTG GGC GGT GTT GTC ATA GCG ACA GTG ATC GTC ATC ACC TTG 

725 730 735 

Val Met Leu Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Sre lie His His Gly Val Val 
GTG ATG CTG AAG AAG AAA CAG TAC ACA TCC ATT CAT CAT GGT GTG GTG 

740 745 750 

Glu Val Asp Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Met 
GAG GTT GAC GCC GCT GTC ACC CCA GAG GAG CGC CAC CTG TCC AAG ATG 

755 760 765 

Gin Gin Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys Phe Phe Glu Gin Met 
CAG CAG AAC GGC TAC GAA AAT CCA ACC TAC AAG TTC TTT GAG CAG ATG 

770 
Gin Asn 
CAG AAC 
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